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摘要　对金基体上自组装寡聚核苷酸探针杂交前后进行电化学非现场及现场表面增强拉曼光谱 (SER S) 研
究. 非现场 SER S 研究表明, 杂交形成的 dsDNA 在基体表面以A 型和B 型两种构象同时存在, 杂交过程可
能伴随DNA 链在基体表面吸附取向的变化. 根据现场 SER S 研究结果可知, ssDNA 及 dsDNA 的大多数
SER S 谱带强度随电极电位正移而降低, 尤其是归属于碱基A 的两种面外振动模式, 谱带变化更为明显. 利
用 SER S 表面选择定则判断出随着电极电位由负向正变化, ssDNA 及 dsDNA 螺旋吸附取向由垂直吸附向
平躺吸附于金基体表面变化.
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随着人类基因组计划的顺利实施, 基因芯片研究正成为基因组研究的一个热点. DNA 在基体上
的固定化和杂交效率的提高以及杂交信号的检测是基因芯片技术进一步完善的关键. 在已有的几种基
因探针的固定方法中, 单分子层膜自组装技术具有灵敏、响应快和易控制探针密度等优点[1 ]. 在影响
基因芯片杂交的因素中, 寡聚核苷酸探针在基体表面的覆盖度及吸附取向直接影响杂交效率的高
低[2, 3 ]. 当前, 基因芯片主要采用的荧光标记检测法虽具有较高的灵敏度, 但所需仪器昂贵且难以实现
自动化[4 ]. 我们一直致力于发展一种灵敏度较高的电化学标记法, 而寡聚核苷酸探针及杂交双螺旋在
基体表面的吸附取向影响到其与电化学活性的标记物的相互作用, 进而影响到标记物的灵敏度. 因
此, 从分子水平上研究DNA 在金属ö溶液界面的吸附取向具有重要意义.
SER S 技术灵敏度高, 可提供样品分子吸附部位和吸附取向的信息. 同时由于具有很好的界面选
择性而使其对于现场电化学体系研究具有重要的价值[5 ]. 目前, 已有利用拉曼光谱及 SER S 技术研究
DNA 的相关报道[6～ 11 ], 但大多研究都致力于小牛胸腺DNA 与金属离子的相互作用所引起的构型变
化[6, 7 ] , DNA 热变性所引起的构型变化[8 ]及DNA 及其碱基在银溶胶和银电极上的 SER S 研究[9～ 11 ] ,
还未见金基体上自组装寡聚核苷酸探针的电化学现场 (in situ ) SER S 研究报道. 在本研究工作中, 对金





实验用金电极为以聚四氟乙烯封装的金圆盘 (Á 3 mm ) 电极. 金电极依次用 3, 1 及0. 3 Λm A l2O 3
抛光粉抛光, 并以超纯水超声清洗, 再以超纯水淋洗电极表面, 然后将金电极在 0. 5 mo löL 的H 2SO 4
溶液中以 100 mV ös 的扫描速度在- 0. 2～ 1. 5 V (vs. SCE) 之间进行循环电位扫描, 直至得到稳定的
循环伏安图. 化学清洗后, 采用电化学氧化还原循环 (ORC) 方法对金电极进行粗糙化预处理. 粗糙化
按文献[ 12 ]方法进行, 在 0. 1 mo löL KC l 水溶液中, 从- 0. 3 V 起, 以 500 mV ös 的速度扫描至 1. 2
V , 停留 1. 5 s, 然后以 1 000 mV ös 的速度扫描至起始电位, 停留 30 s, 如此循环 25 次, 在电位处于-
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0. 3 V 时停止扫描, 粗糙化处理得到一个暗绿色的具有 SER S 活性的表面. 将表面充分淋洗干净并用
N 2 气吹干, 即可作为组装探针分子的金基体使用.
1. 2　寡聚核苷酸探针的自组装及杂交
5′端修饰有巯己基的 20 个碱基长单链寡聚核苷酸探针及其互补链由上海生物工程技术公司合成,
探针分子碱基顺序为: 5′H S— (CH 2) 62GA TCA GCCA CCGGAA CT GCA 3′, 将其溶于 10 mmo löL T ris2
10 mmo löL N aC l(pH = 7. 2)缓冲溶液中, 并置于- 20 ℃保存, 核酸储备液浓度为 50 Λmo löL. 分别将
10 ΛL 50 Λmo löL 经二硫苏糖醇 (D T T ) 处理的寡聚核苷酸探针滴到经粗糙化处理的 2 个金基体表面,
于 4 ℃下自组装 48 h, 然后于超纯水中浸泡 1 h, 以去掉表面未组装的探针分子. 吹干后, 进行电化学
现场 ( in situ ) 或非现场 (ex situ ) SER S 研究. 将上述已进行非现场 SER S 实验的电极放入含有 5 Λmo lö
L 互补链的 0. 5 mL 10 mmo löL T ris21 mo löL N aC l 杂交缓冲溶液 (pH = 7. 2) , 缓冲溶液置于 59 ℃水
浴中振荡 1. 5 h 以进行探针分子的杂交, 然后取出电极, 并用大量的超纯水反复冲洗, 吹干后即可依
次进行杂交双螺旋的非现场和现场 SER S 实验. 以下将寡聚核苷酸探针及其杂交双螺旋分别简称为
ssDNA 及 dsDNA.
1. 3　仪器及条件
电化学实验采用CH É 660 型综合测试仪; 金基体的电化学粗糙化在M odel 273 恒电位仪上进行;
SER S 实验采用法国D ILOR 公司生产的L abR am É 型共焦显微R am an 光谱仪, 激发波长为 632. 8 nm
(红光) , 谱仪分辨率为 2 cm - 1, 频率测定范围为 500～ 1 800 cm - 1, 采用散焦的方法测定; 非现场
SER S 实验在室温大气环境条件下进行, 现场 SER S 实验在 10 mmo löL T ris210 mmo löL N aC l (pH =
712) 缓冲溶液中进行, 利用恒电位仪控制电极电位. 本文给定的电极电位均相对于饱和甘汞电极, 所
有实验测定均在室温条件下进行, 所有试剂均为分析纯, 实验用溶液以超纯水配制.
2　结果与讨论
ssDNA 及 dsDNA 的现场和非现场 SER S 谱的相应谱带归属分别列于表 1 和表 2. 进行分析比较
时考虑到谱仪的分辨率及系统噪声干扰等因素, 为使分析更可靠, 将频率改变小于 5 cm - 1以及强度改
变小于 10% 的谱线均以变化不大处理.
Table 1　The ma in bands of the electrochem ica l in s itu and ex s itu SERS spectra of ssD NA self -assembled
monolayer on gold substrate and assignmen tsa
- 400 mV - 300 mV - 200 mV 0 mV 200 mV 400 mV 600 mV ex situ A ssignm entsb
676 673 T
723 723 723 723 729 728 725 734 A c
744 741 T
822 822 822 822 825 813 837 Μs (O—P—O )
956 956 956 956 956 D eoxyribo se
1 050 1 049 1 049 1 050 1 053 1 053 1 050 1 053 Μ(C—O )
1 099 1 098 1 099 1 090 1 103 1 099 1 106 Μs (PO -2 )
1 099
1 138 1 138 1 145 1 145 1 140 1 145 D eoxyribo se2pho sphate
1 306 1 305 1 303 1 306 1 309 1 309 1 310 1 309 A
1 339 1 339 1 339 1 337 1 339 1 339 1 339 1 323 A
1 374 1 367 1 378 1 378 1 378 1 364 T , A , G
1 382 1 383
1 412 1 411 1 411 1 414 1 418 1 419 1 419 A , G
1 447 1 447 1 447 1 447 1 447 1 447 1 452 A d
1 477 1 477 1 477 1 482 1 483 1 489 1 477 Μ(N 7= C8) (G) + A
1 489
1 509 1 509 1 507 1 509 1 509 1 503 1 501 A
1 531 1 533 1 533 1 533 G, C
1 577 1 577 1 579 1 586 1 577 1 579 1 584 1 599 Μ(C= N , C= C) (A , G)
1 584 1 594
1 671 1 671 1 668 1 668 1 654 1 699 Μ(C= O ) (T )
　　a. Μ: Stretch ing vib ration; s: symm etric; A : aden ine; G: guan ine; C: cyto sine; T: thym ine; b. the assignm ents com ing from ref2
erences [ 8, 11, 13 ]; c. a ring vib ration of aden ine w ith som e con tribu tion from am ino group vib ration; d. a ring vib ration of aden ine.
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Table 2　The ma in bands of the electrochem ica l in s itu and ex s itu SERS spectra of dsD NA
on gold substrate and assignmen tsa
- 400 mV - 300 mV - 200 mV 　0 mV 200 mV 400 mV 600 mV 　ex situ A ssignm entsb
725 725 727 725 725 734 732 725 A c
744 741 T
825 825 825 820 820 808 812 810 Μs (O—P—O )
805 800 801 825 825 832
947 951 956 956 956 956 958 D eoxyribo se
1 052 1 052 1 052 1 052 1 052 1 053 1 056 1 050 Μ(C—O )
1 067
1 103 1 103 1 103 1 103 1 103 1 103 1 103 1 103 Μs (PO -2 )
1 140 1 145 1 145 1 138 1 145 1 145 D eoxyribo se2pho sphate
1 306 1 306 1 306 1 306 1 306 1 311 1 312 1 306 A
1 318 1 318 1 318 1 318 1 318 1 316 1 318 Μ(C—N H 2) (A )
1 335 1 333 1 334 1 337 1 337 1 328 1 328 1 328 A
1 367 1 364 1 367 1 374 1 378 1 383 T , A , G
1 421 1 421 1 421 1 421 1 419 1 424 1 421 1 419 A , G
1 435
1 449 1 449 1 450 1 449 1 449 1 455 1 455 1 447 A d
1 481 1 477 1 489 1 477 1 483 1 489 1 477 Μ(N 7= C8) (G) + A
1 489 1 489
1 507 1 507 1 509 1 507 1 517 1 513 1 507 A
1 550 1 550 1 533 1 533 1 543 1 552 1 539 G, C
1 543
1 577 1 568 1 582 1 577 1 584 1 577 1 591 1 587 Μ(C= N , C= C) (A , G)
1 587 1 593 1 591 1 592
1 696 Μ(C= O ) (T )
　　a. Μ: Stretch ing vib ration; s: symm etric; A : aden ine; G: guan ine; C: cyto sine; T: thym ine; b. the assignm ents com ing from ref2
erences [ 8, 11, 13 ]; c. a ring vib ration of aden ine w ith som e con tribu tion from the am ino group vib ration; d. a ring vib ration of aden ine.
2. 1　ssD NA 与 dsD NA 非现场 SERS 谱的比较
从图 1 可以看出, 734 及 1 300～ 1 700 cm - 1范围内的谱带是DNA 碱基的特征振动谱带, 1 053
cm - 1为脱氧核糖C—O 单键伸缩振动谱带, 磷酸的特征谱带分别出现在 837 及1 106 cm - 1左右, 前者
归属为磷酸二酯键 PO 2 (O —P—O )的对称伸缩振动, 其对DNA 的构象变化敏感, 而后者为 PO -2 的对
称伸缩振动谱带, 其对DNA 构象变化不敏感. 这些特征谱带的出现证实了 ssDNA 在金基体上自组装
成功.
当金基体上自组装寡聚核苷酸探针与溶液中的互补链杂交后, 与杂交前相比, dsDNA 的 SER S 谱
[如图 1 (A )和 (B )中曲线 b 所示 ]有所变化. 脱氧核糖谱带强度变化不大, 表明杂交对脱氧核糖骨架的
影响很小. 837 cm - 1谱带变宽并有所分裂, 分别出现在 810 和 832 cm - 1处. 805～ 818 cm - 1范围内的谱
带是 dsDNA 以A 型螺旋结构存在的特征, 而 825～ 838 cm - 1范围的谱带则是 dsDNA 以B 型螺旋结构
存在的特征[8 ]. A 型及B 型构象DNA 是在结构参数上有一定差异的右手双螺旋DNA , 体现了DNA
F ig. 1　The electrochem ica l ex s itu SERS spectra of ssD NA before (a ) and af ter hybr id ization (b) under
atmosphere in the 500—1 350 cm - 1 reg ion (A) and 1 250—1 800 cm - 1 reg ion (B)
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结构多态性. 在溶液中, DNA 一般为B 型, 但当水合的B 2DNA 脱水或水的活度降低时就转变为A
型. 本实验测定是在大气环境且待测样品吹干的条件下进行的, 由于水活度较低, 金基体表面的
dsDNA 螺旋部分保持了B 型构象, 而部分则以A 型存在. 1 699 cm - 1 T 碱基C O 伸缩振动谱带强
度大大降低, 出现拉曼减色效应[14 ] , 这可能是由于杂交过程中碱基间形成W atson2C rick 氢键相互作
用所致[14 ]. 与上述碱基 T 谱带的变化趋势相反, 其它碱基的大多数谱带强度增大. 归属于碱基A 的 1
309 及1 323 cm - 1谱带及A , G 的 1 419 cm - 1谱带强度增大. A , G 的环面内振动的 1 599 cm - 1谱带红
移 12 cm - 1. 碱基A 的 1 501 cm - 1谱带蓝移到 1 507 cm - 1, 且强度增大 60%. 变化较大的谱带为 734 及
1 452 cm - 1谱带. 前者为碱基A 的环振动并有C6 位氨基振动的贡献[11 ] , 其强度增大了 50% , 并且红移到
725 cm - 1; 后者为碱基A 的环振动[11 ] , 其强度增大了 50%. 这些变化与 Pet ico las 提出的拉曼减色效应[14 ]
是相反的, 这可能是由于杂交过程同时伴随有 dsDNA 螺旋在基体表面吸附取向的变化所致.
根据拉曼光谱和 SER S 的表面选择定则[15, 16 ] , 对于芳香族化合物分子, 吸附分子沿表面法线方向
取向时, 其C—H 伸缩振动的 SER S 谱带最强, 环面内振动的 SER S 谱带比环面外振动的 SER S 谱带
强; 反之, 若分子水平取向, 其 SER S 谱带面外振动强于面内振动. 产生的原因与振动模式沿表面法
线方向极化率张量的大小有关, 极化率张量大者, 其相应谱带较强. 杂交后强度增强较大的 734 及
1 452 cm - 1处的 2 个谱带都有碱基A 的面外环振动模式贡献[11 ] , 可见杂交后碱基A 环平面取向趋于
平行于基体表面, 由于碱基环平面基本上与DNA 链相互垂直, 因此, DNA 双螺旋斜插或垂直于基体
表面, 吸附取向相对有序. 据此推断, 大气环境中金基体上自组装寡聚核苷酸探针在基体表面取向处
于相对无序的状态, 探针分子在基体表面可能以垂直、斜插及平躺等多种取向存在, 斜插和平躺取向
时, 探针分子可能与金基体有多个吸附位点, 即探针分子存在A u—S 键作用的同时, 亦存在DNA 碱
基非键合吸附作用, 这也正是自组装技术中提高杂交效率需要解决的问题.
2. 2　ssD NA 及 dsD NA 的电化学现场 SERS 谱随电极电位的变化
ssDNA 现场 SER S 谱[见图 2 (A )和 (B ) ]与非现场相比, 其谱带强度及频率均有所变化. 较明显的
是 T 碱基C O 伸缩振动的 1 699 cm - 1谱带红移到 1 671 cm - 1左右, 这可能是由于该基团与溶液中的
溶剂水分子形成氢键, 从而使得拉曼谱带移向低波数的缘故.
F ig. 2　The electrochem ica l in s itu SERS spectra of ssD NA on gold substrate in the 500—1 350 cm - 1 reg ion (A ) and
1 250—1 800 cm - 1 reg ion (B) at d ifferen t poten tia ls
Po ten tialömV : a. - 400; b. - 300; c. - 200; d. 0; e. 200; f . 400; g. 600. Po larization direction: a—g. In all the in situ
SERS experim en ts, m easurem en ts w ere m ade in 10 mmo löL T ris210 mmo löL N aC l(pH 7. 2) buffer.
比较不同电极电位时 ssDNA 的 SER S 谱带强度及频率变化时发现, 当电极电位在- 400～ 0 mV
范围内时, SER S 谱带强度及频率几乎不变化; 当电位正移到 200 mV 时, SER S 谱带强度降低大约
20% ; 当电位正移到 600 mV 时, SER S 信号已变得很弱, 以至观察不到DNA 特征谱带. 对于ssDNA ,
其 SER S 谱变化较大的电位转折点为 200 mV.
与较负电极电位相比, 电极电位为 200 mV 时, 归属于DNA 磷酸骨架及脱氧核糖的谱带强度变
化不大. 相对而言, ssDNA 碱基的 SER S 谱对电极电位的变化较敏感. T 碱基的 C O 伸缩振动的
1 671 cm - 1谱带强度降低约 50% , 并红移. 1 306 及 1 339 cm - 1谱带分别为碱基A 的环伸缩振动及环
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骨架振动, 其强度降低了 20%. A 环振动的 1 509 cm - 1谱带及归属于碱基A 和G 振动的 1 412 cm - 1谱
带, 其强度分别降低了 30% 和 19%. 此外, 对电极电位变化比较敏感的 2 个谱带分别位于 1 447 及
723 cm - 1处, 两者均有面外振动模式贡献, 前者谱带强度降低 40% ; 后者降低 24% , 蓝移到 729 cm - 1.
比较 dsDNA 现场[见图 3 (A ) 和 (B ) ]与非现场 SER S 谱 (图 1 曲线 b) 可见, 变化较明显的是 PO 2
单键的对称伸缩振动谱带. 在非现场 SER S 谱中, 该谱带表现为一分裂的宽峰. 在电化学现场 SER S
谱中, 该谱带则表现为 825 cm - 1处一个单一的尖峰. 在此条件下, dsDNA 在金基体表面以B 型构象存
在[8 ] , 表明 dsDNA 在电极ö溶液界面比空气中较易保持B 型螺旋构象.
F ig. 3　The electrochem ica l in s itu SERS spectra of dsD NA on gold substrate in the 500—1 350 cm - 1
reg ion (A) and 1 250—1 800 cm - 1 reg ion (B) at d ifferen t poten tia ls
O ther conditions are the sam e as tho se in F ig. 2.
dsDNA 的 SER S 谱亦随电极电位变化而变化. 电极电位在 - 400～ 200 mV 范围内变化时,
dsDNA 的 SER S 谱带强度及频率均基本维持恒定. 电极电位为 400 mV 时, 部分谱带强度降低幅度达
50% , 碱基的 SER S 谱带变化尤其敏感. 其中, 1 306 cm - 1谱带蓝移 5 cm - 1, 强度降低 20% , 1 507
cm - 1谱带蓝移 6 cm - 1, 强度降低约 50% , 碱基A 和 G 的 1 421 cm - 1谱带强度降低了 60% 左右. 725
及 1 449 cm - 1谱带强度降低较多, 前者谱带强度降低 50% , 谱带蓝移 9 cm - 1; 后者谱带强度降低
60% , 并蓝移 6 cm - 1, 这 2 个谱带均有碱基A 环面外振动模式的贡献.
2. 3　电化学现场 SERS 谱随电极电位变化规律的分析
Kelley 等[17 ]对DNA 双螺旋在金基体上的 EC2A FM 研究表明, 随极化电势由负向正移动, DNA
双螺旋经历了垂直→斜插→平躺于基体表面的吸附取向变化. 现场 SER S 实验结果表明, ssDNA 及
dsDNA 的 SER S 谱随电极电位的变化而改变. 由于在研究选定的电位变化范围内不存在由于DNA 碱
基的氧化还原而引起的脱附现象[17 ] , 所以 SER S 谱随电极电位的变化可能与 ssDNA 和 dsDNA 在金
基体表面吸附取向的变化有关.
ssDNA 及 dsDNA 在金基体上吸附取向的变化可从 SER S 表面选择定则得到解释, 与上述非现场
SER S 谱与分子取向相互关系的分析相似, 当分子环平面水平取向时, 环面外振动模式谱带强度最强.
随着电极电位的正移, ssDNA 及 dsDNA 的现场 SER S 谱中, 包含环面外振动模式贡献的碱基A 环振
动 723 及 725 cm - 1和 1 447 及 1 449 cm - 1谱带强度明显降低. 这表明随电极电位正移, 碱基环经历了
平躺→斜插→垂直吸附的取向变化, 由于碱基环平面基本上垂直于DNA 链, 因此, 随电极电位正移,
ssDNA 及 dsDNA 在金基体表面吸附取向经历了由垂直→斜插→平躺吸附的变化. 同时发现, ssDNA
及 dsDNA 吸附取向变化的转折电位点不同, 前者为 200 mV , 后者为 400 mV. 这可能由于二者分子
链的刚性及所带负电荷不同, dsDNA 比 ssDNA 分子链刚性强, 且 ssDNA 探针分子所带负电荷为
dsDNA 所带负电荷的一半, 导致其吸附取向变化的电位转折点不同.
3　结　　论
基于以上 SER S 谱的实验结果及分析, 可得到以下的结论: (1) 大气环境中, 杂交双螺旋在金基
体表面以A 型和B 型两种构象同时存在, 且杂交过程伴随DNA 螺旋取向的变化; (2) 对于寡聚核苷
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酸探针分子, 当电极电位小于 200 mV 时, 探针分子与基体表面垂直吸附取向, 此时探针分子主要靠
A u—S 键作用垂直悬挂于表面; 电极电位为 200 mV 时, 探针分子斜插于金表面; 当电极电位正于 200
mV 时, 探针分子已平躺于金基体表面. 因此, 控制合适的负电位使探针分子垂直取向时进行DNA 探
针的杂交可能有利于提高杂交效率; (3) 对于杂交双螺旋而言, 当电极电位小于 400 mV 时, 杂交双螺
旋垂直吸附于金基体表面; 电极电位为 400 mV 时, 杂交双螺旋斜插于表面; 当电极电位进一步正移
到 600 mV 时, 杂交双螺旋已平躺于金基体表面.
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Surface Enhanced Raman Scatter ing (SERS) Stud ies on
Adsorption Or ien ta tion on Self -assem bled D NA
DON G L i2Q in, ZHOU J ian2Zhang, W U L ing2L ing, DON G P ing, L IN Zhong2H ua3
(S ta te K ey L abora tory f or P hy sica l Chem istry of the S olid S u rf ace, D ep artm en t of Chem istry ,
Institu te of P hy sica l Chem istry , X iam en U niversity , X iam en 361005, Ch ina)
Abstract　A deta iled study is conducted fo r the electrochem ical ex situ and in situ su rface enhanced
R am an scat tering (SER S) studies of o ligonucleo t ide p robe self2assem b led mono layer on go ld sub stra te
befo re and after hyb rid iza t ion. E x situ SER S resu lts ind ica te that dsDNA mo lecu les on go ld sub stra te
are no t on ly in B 2fo rm bu t a lso in A 2fo rm helices and that the DNA mo lecu les have the adso rp t ion o ri2
en ta t ion change after the hyb rid iza t ion. A cco rd ing to the in situ SER S resu lts, the in ten sit ies of mo st
of the SER S bands of ssDNA and dsDNA decrease sub stan t ia lly tow ard mo re po sit ive po ten t ia ls, es2
pecia lly fo r tw o ou t2of2p lane vib ra t ion modes of aden ine. By u t ilizing SER S“su rface select ion ru les”,
it can be concluded that as the po ten t ia l is p rogressively changed from negat ive to mo re po sit ive po ten2
t ia ls, the adso rp t ion o rien ta t ion of ssDNA and dsDNA changes from standing stra igh t up to lying fla t
dow n on the go ld sub stra te.
Keywords　O ligonucleo t ide p robe; H yb rid iza t ion; Su rface Enhanced R am an Scat tering (SER S) ; A d2
so rp t ive o rien ta t ion (Ed. : A , G)
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